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本研究では,二枚貝の異物認識因子 と考えられている血 リンパ レクチン,および創傷治癒
因子であるフィプロネクチンに着目し,それらの生化学的および生物学的特性の解析を通 し
て,ア コヤガイの生体防御機構の一端を検討 した。
第1章 血 リンパタンパ ク質 の電気泳動お よび クロマ トゲラフ ィー による分離 パター ン
血 リンパタンパ ク質 の分離を効率的 に進め るために,各 種電気泳動 お よび ク ロマ トグラフ
ィーにおけ る血 リンパ タンパ ク質の分離特性 を検討 した。SDS一電気泳動 では,血 リソパ
タソパ ク質は分子量約10～200kDaの範囲を示す30種類の タンパ ク質バ ソ ドに分離 された。
SDS一電気泳動 およびSuperose6でのゲル濾過 におけ る分離特性か ら11血リンパタ ンパ ク
質は比較的低分子量(10～30kDa)の成分に富んでいることが明 らかにな った。
第2章 血 リンパ液 か らの レ クチ ンの 精 製
ウシ顎下腺 ムチ ンーSepharoseを用 いたアフ ィニテ ィー クロマ トグラフィー,MonoQカ
ラムを用 いた陰イオ ン交換 クロマ トグラフィーお よびSuperose6カラムを用いたゲル濾過
を組 み合わせた3段 階 の クロマ トグラフ ィーに よって,血 リンパ中の レクチ ンは単一成分 と
して分離 された。得 られた レクチ ンは,20kDaのサ ブユ ニ ッ トで構成 された高分子 タソパ
ク質(440kDa)で,ガラク トース(Gal)に対 して最 も強い糖親和性を示す カル シウム要求
性 レクチ ソであ つた。
第3章 血 リンパ レクチンの分泌器官
二枚貝の血 リンパ液が レクチンを含んでいることは良く知られた事実であるが,そ の合成
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・分泌器官 は明らかに されていなかった。そ こで本章 では,血 リソパ レクチ ンの分泌器官を
同定することを目的とし,特異抗血清を用いた免疫組織化学的観察によって血 リンパレクチ
ソの体内分布を検討し,次に抗体陽性器官の血 リンパレクチン分泌能を試験 した。精製した
血 リ.ンパ レクチ ンを抗原 として調製 した家兎抗血 清は,血 リンパ レクチ ソに対 して特異的で
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血 リンパ レクチ ソの血球 に対す る結 合能を調べ た結果,血 リンパ レクチ ンは ウマ赤血球
(HRBC)等の脊椎動物の赤血球には結合するが,ア コヤガイ血球(穎粒血球および無穎粒








お よびア コヤガイ血球表面に発現され てい る糖 を解析 し,両 者を比較す ることによって血 リ
ンパ レクチ ンの異物認識機構を考察 した。糖親和性 に関 して,血 リソパ レクチ ンはGa1およ
びN一 アセチル ガラク トサ ミソ(GalNAc)と最 も強 く結合 し,次 にN一 アセチル ノイ ラ ミ
ン酸(NANA)お よびN一 アセチ ルマ ンノサ ミン(ManNAc)と強 く結合す るこ と,ま た
N一 アセチルグル コサ ミン(GlcNAc)およびマ ンノース(Man)と は結合 しない ことが明
らかにな った(Table'3)。一方,ア コヤガイ血球細胞膜 と植物 レク≠ンとの結合能を調 べ
た結果,GlcNAc一お よびMan二 結合型 レクチ ンはア コヤガイ血球細 胞膜 と結合す るが,














































































































細菌 に対す る凝集試験 では,血 リソパ レクチ ンは グラム陰性菌の ・4脚物 παε 勿d吻 観 α
お よびE4ωα醜 弼伽 伽 吻 を凝集 し(TaUe5),血 リンパ レクチ ンは生体 内では細菌 に対
す る防御因子 として機能 しているもの と考え られた。 さらに,血 リンパ レクチンは,凝 集は


















































ゼ ラチ ソーセフ ァロースを用
いた アフィニテ ィークロマ トグ
ラフ ィーに よって,血 リソバか
ら一種類のゼ ラチ ン結 合性 タ ン,
バ ク質が単離 された。分子量を
測定 した結果,得 られたゼ ラチ
ソ結合性 タンパ ク質は220kDa
の単量 体で あ るこ とが分 か っ
た。 この タンパ ク質はB且K細
胞(仔 ハムス ター腎 由来繊維芽
様細胞)に 対 して伸展活性 を示
した(Table6)。また,こ の
タンパ ク質は,血 リンパ液 中で
は可溶性 の状態で存在す るが,
結合組織 中では重合体を形成 し
て不 溶性成分を構成 してい るこ
とが分か った(Fig.4)。哺乳
類血 漿 申の フ ィプ ロネ クチ ン
(FN)は,220～250kDaのサ
ブユ ニッ トが ジスルフ ィ ド結合
した2量 体である ことが知 られ
てい る。今回精製 した ゼラチ ン
結合性 タソパ ク質は可溶性 の状
態におけるサ ブユニ ッ ト構造 が
FNと 異 なっていたが,そ の他
の生化学的性状はFNの もの とよく一致 していた。従 って,こ のゼラチ ン結合性 タンパ ク質
は,哺 乳類のFNに 相当す る成分(FN様 タンパ ク質)で あ ると判断 した。
第7章 創傷治癒過程における血球 とFN様 タンパ ク質の機能
血球の創傷治癒機能を解析する目的で,培養条件下で血球のFN様 タンパク質の分泌能を
















の と判 断 した 。 挿 核 手 術 を 行 い 術 部 の 組 織 観 察 を 行 っ た と こ ろ,手 術 に よ っ て で き た 組 織 屑
が 無 騨 粒 血 球 に よ っ て 貧 食 排 除 さ れ る 像 が 最 初 に 観 察 さ れ た 。 続 い て 無 穎 粒 血 球 は 真 珠 核 を
覆 う よ うに して 細 胞 シ ー トを 形 成 し,細 胞 間 隙 に 繊 維 成 分 を 含 む 細 胞 外 基 質 を 分 泌 し た 。 外
套 膜 移 植 片 に 由 来 す る 上 皮 細 胞 は こ の 細 胞 外 基 質 上 に 伸 展 す る よ う に して 遊 走 し,真 珠 核 を
包 む 上 皮 組 織(真 珠 袋)を 形 成 し た(Fig.6)。FN様 タ ンパ ク質 が 血 球 の 細 胞 シ ー トか ら
検 出 さ れ(Fig.7),無 穎 粒 血 球 は 真 珠 袋 形 成 過 程 でFN様 タ ソパ ク質 を 細 胞 外 基 質 成 分 と
し て 分 泌 す る も の と 考 え ら れ た 。 以 上 の 結 果 か ら,無 穎 粒 血 球 はFN様 タ ン パ ク 質 を 分 泌 す
る こ と に よ っ て,挿 核 部 位 の 結 合 組 織 化 お よ び 上 皮 細 胞 の 新 生 に 関 与 し,真 珠 袋 の 形 成 過 程


































審 査 結 果 の 要 旨
本研究は,真 珠生産の目的で養殖されているアコヤガイの生体防御における血 リンパ レクチン
およびフィプロネクチソ様タンパク質の役割を検討 したものである。
アコ'ヤガイの血 リンパ液はウマ赤血球に対して強い凝集反応を示 したことから,この反応を指
標に各種のクロマ トグラフィーを用いて精製を進めた結果,血 リンパ レクチンを単離することが
できた。 これはガラク トースに対 して最も強い糖親和性を示す カルシウム要求型 レクチ ンで,
20kDaのサブユニットで構成された高分子(440kDa)タンパク質であった。次いで,このレクチ
ンに対する特異抗体を作製し,これを用いて免疫組織化学的に レクチ ンの体内分布 を明らかに
し,さ らに培養実験の結果に基づき,外套膜上皮組織下の穎粒細胞が血 リソパレクチンを合成 ・
分泌 していることを証明 した。
血 リンパ レクチン,異物および血球の3者間における糖を介 した相互作用を生化学的に解析 し
て,血 リンパ レクチンはアコヤガイ自身の血球には結合せず,異 物を血球から識別 して結合する
仕組みに関与 していることを示した。そして,血 リンパ レクチンは,この仕組みを介 して異物を
特異的に凝集 し,拡散を防ぐ初期防御因子であると推定 した。










て利用 しつつ,二 枚貝の生体防御機構における血 リンパ レクチンとフィブロネクチン様タンパク
質の生理的意義について貴重な知見を加えた。本論文は無脊椎動物の生体防御に関する研究の発
展に貢献するところ大である。よって審査委員一同は本論文の箸者が博士(農学)の 学位を授与
されるに値するものと判定 した。
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